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(g) Neue Cytochrom P450-Monoxygenasen und deren Verwendung zur Oxidation N-heterocyciischer Aromaten 



C57) Die Erfindung betrifft neue Cytochrom P450-Monoxy- 
genasen, welche zur Oxidation N-heterocyclischer aro- 
matischer Verbindungen befahigt sind, dafur kodierende 
Nukleotidsequenzen, diese Sequenzen enthaltende Ex- 
pressionskonstrulcte und Vektoren, damit transformierte 
Mikroorganismen, Verfehren zur mikrobiologischen Oxi- 
dation N-heterocycll8cher aromatischer Verbindungen 
und insbesondere Verfahren zur Herstellung von Indigo 
und Indirubin. 
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BeschreibuDg 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Cytochrom P450-Monoxygenasen. welche zur Oxidation N-heterocyclischer 
• aromatischer Verbindungen befahigt sind, dafur kodierende Nukleotidsequenzen, diese Sequenzen enthallende Expres- 
5 sionskonstxukte und Vektoren, damit transformierte Mikroorganismen, Verfahrcn zur mikrobiologischen Oxidation N- 
heterocyclischer aromatischer Verbindungen lind insbesondere Verfahren zur Herstellung von Indigo und Indirubin. 

Enzyme mil neuartigen Funktionen und Eigenschaften konnen entweder durch Screening natUrlicher Proben oder 
dutch Protein Engineering bekannter Enzyme bereitgestellt werden. Die letztgenannte Methode kann unter UmstSnden 
die geeignetere sein, um Eigenschaften zu induzieren, deren Generierung auf dem Wege natiirlicher Selektion unwahr- 
10 scheinlich ist. TVotz zahlreicher Anstrengungen zum Engineering von Enzymen ^bt es bisher nur wenige erfolgreiche 
Studien zur Forderung der katalytischen AktivitSt von Enzymmutanten beziiglich eines bestimmten Substrates (1-10), In 
diesen bekannten Fallen sind die SubsUrate strukturell eng v«wandt mit dem nativen Substrat des jeweiligen Enzyms. 
Bisher gibt es keine Berichte uber ein erfolgreiches ^gineering von Enzymen, welche nach der Modifikadon die Um- 
setzung einer Verbindung katalysieren, welche strukturell vCllig verschieden vom nativen Substrat des Enzyms ist. 
15 Die aus dem Bakterium Bacillus megaterium isolieibare Cytochrom P450-Monoxygenase katalysiert gewohnlich die 
subterminale Hydroxylierung langkettiger, gesatdgter Sauren und der enlsprechenden Amide und Alkohole davon oder 
die Epoxydation ungesattigter langkettiger Fettsauren oder gesattigter Fettsauien mil mittlerer Kellenlange (11-13). Die 
optimale Kellenlange gesattigter Fettsauren betrSgt 14 bis 16 Kohlenstofifatome. FettsSuren mit einer Kettenlange von 
weniger als 12 werden nicht hydroxyliert (11). 
20 Die Struktur der HSm-Domanc von P450 BM-3 wurde durch Rontgenstrukturanalyse bestimmt (14-16). Die Substrat- 
bindungsstelle liegt in Form einer langen tunnelartigen Ofl&iung vor, welche von der Molekuloberflache bis hin zum 
Ham-Molektil leicht und wird fast ausschlieBUch von hydrophoben Aminosauieresten begienzu Die einzigen geladenen 
Reste an der Oberfl&che der H&n-DomSne sind die Reste Aig47 und 'IVr5 1 . Man nimmt an, daB diese an der Bindung der 
Carboxylatgruppe des Substrates durch Bildung einer Wasserstoffbriickenbindung beteiligt sind (14). Die Mutation von 
25 Arg47 zu Glu bewirkl eine Inaktivierung des Enzyms fur Arachidonsaure (13), erhoht jedoch dessen Aktivitfit gegeiiUber 
Ci2-Ci4-Alkyllrimeihylammonium- Verbindungen (17). Eine SubsU^lnulzung fiir aromatische Verbindungen, insbeson- 
dere zwei- Oder mehrkemige N-heterocyclische Aromaten, wurde fiir dieses Enzym nicht beschrieben. Es wurde deshalb 
bisher in der Fachwell angenommen, dafi Indol aufgrund der deudichen slrukturellen Unlerschiede zu den nativen Sub- 
straten von P450 BM-3, insbesondere aufgrund des Fehlens funktioneller Gruppen, welche an die oben erwahnten Reste 
30 in der Subsurattasche binden kdnnten, kein Substrat darstellen. 

Es ist deshalb Aufgabe der vorliegenden Erfindimg neue Cytochrom P450 Monoxygenasen mit veranderter SubsU^t- 
spezifit^ beieit zu stellen. Insbesondere sollten Monoxygenase-Mutanten bereitgestellt werden, welche im >feigleich zu 
dem nichtmutierten Enzym mit strukturell deutlich anderen Substraten enzymadsch aktiv sind 
Diese Aufgabe konnte Ubenaschenderwdse geldst weiden durch Cytochrom P4S0 Monoxygenasen, welche zur Oxi- 
35 dadon N-heterocyclischer zwei- Oder mehrkemiger aromadscber >ferbindungen bef^gt ist. 

Insbesondere sind Gegenstand der Erfindung solche Monoxygenasen, deren Substrat-bindender Bereich durch orts- 
spezifische Mutagenese zur funktionalen Aufnahme des N-heterocyclischen Substrats befahigt ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung sind die neuen Monoxygenase loslich, d. h. in nicht-membran- 
gebundener Form existent, und in dieser Form enzymatisch aktiv. 
40 Die erfindungsgemaBen Monoxygenasen sind vorzugsweise abgeleitet von Cytochrom P450 Monoxygenasen bakte- 
riellen Urspnmgs, wie insbesondere abgeleitet von Cytochrom P450 Monoxygenase BM-3 aus Bacillus megaterium mit 
einer AminosSuresequenz gemafi SEQ ID NO, 2, welche wenigstens eine funktionelle, d. h. die Oxidation N-heterocy- 
clischer zwei- Oder mehrkemiger armodscher Verbindungen forderade Mutation, in einem der Aminosauresequenzberei- 
che 172-224 (F/G-loop-Bereich), 39-43 (^strand 1), 48-52 (p-strand 2), 67-70 (p-sttand 3), 330-335 (^strand 5), 
45 352-356 (p-strand 8), 73-82 (helix 5) und 86-88 (helix 6) aufweist. 

Besonders bevorzugten Monoxygenase-Mutanten dieses lyps sind, dadurch gekennzeichnet, daB sie wenigstens eine 
der folgenden ein- oder mehrfachen Aminosauresubsdtudonen aufweist: 

a) Phe87Val; 
50 b) Phe87Val, Leu 188Gln; Oder 

c) Phe87Val, Leul88Gln, Ala74Gly; 

sowie funktionale Aquivalente davon. Funkdonale Analoga sind in diesem Zusammenhang davon verschiedene Mutan- 
ten, welche weiterhin die gewunschte Substratspezifitat gegenuber heterozyklischen Aromaten besitzen und insbeson- 

55 dere Indol hydroxylieien. 

ErdndungsgemSB oxidierbare, insbesondere hydroxylierbare N-heterocyclische zwei- oder mehrkemige aromatische 
Verbindungen umfassen vorzugweise zwei oder drei, insbesondere zwa, vier- bis siebengliedrigen, insbesondere scchs- 
oder fiinfgliedrige, kondensierte Ringe, wobei wenigstens einer, vorzugsweise aUe Ringe aromadschen Charakter besit- 
zen und wobei wenigstens einer der Ringe ein bis drd, vorzugsweise ein N-Het«X)atom tragt In der Ringsuiiktur konnen 

60 gegebenenfalls ein oder zwei weiteie Heteroatome, wie O und S, enthalten sdn. Die aromadschen >%rbindungen kdnnen 
weiterhin 1 bis 5 Subsdmentcn an den Ring-Kohlenstoff- oder an den Heteroatomcn tragen. Beispicle fUr gecignete Sub- 
sdmenten sind Methyl Hydroxyl und Halogen, wie F, CI, und Br. Nichdimidcrende Bcispiele fOr geeignetc Substrate 
sind IndoU N-Mediyl-indol und die nut ein bis drei Subsdmenten an Kohlenstoffatomen subsdtuierten Analoga davon. 
(jegenstand der Erfindung sind auch Nukleinsauresequenzen, kodierend fiir eine der obigen Monoxygenasen. Bevor- 

65 zugte Nukleinsauresequenzen sind abgeleitet von SEQ ID NO: 1, welche wenigstens eine Nukleotidsubstitution auf- 
weist, die zu einer der oben beschriebenen funktionellen Aminosauremutationen fiihrt AuBerdem sind die davon abge- 
leiteten, an die Kodonnutzung verschiedener Wirtsorganismen angepaBten Sequenzen CJegenstand der Erfindung. Ge- 
goistand der Erfindung sich auBeidem durch Addition, Substitution, Insertion oder Deletion einzelner oder mehrerer Nu- 
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kleotide ^haltenen funktionalen Analoga der Nukleinsguren, welche weiterfain fUr eine Monoxygenase mit der ge- 
wunscbten Substratspezifitat, insbesondeie mit Indol-oxidierender AlcdvitlU, kodieien. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem Expressionskonsirukle, enthaltend unter der genetischen KontroUe regulad- 
ver Nukleinsauresequenzen, wie einem S'-stromaufwarts gelegenen konstitutiven oder nicht-konstitutiven Promotor und 
3'-stromabwarts gelegenen Terminator, eine kcxiierende Sequenz, welche eine Nukleinsauresequenz gemaB obiger Defi- 5 
nitioD umfasst Besonders bevorzugt ist die Verwendung induzierbater Promotoren, wie z. B. lichl- und insbesondere 
temperaturinduztierbarer Promotoren, wie der P^i-Promotor. Weitere regulative Elemente umfassen Enhancer, selektier- 
bare Marker, Amplifikationssignale, Replikationsurspriinge, Polyadenylierungssignale und deigleichen. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem Vektoren, wie z. B. Viien und Plasmide, umfassend wenigstens dnes der er- 
findungsgemaBen Expiessionskonstnikte. Gegenstand der Erfindung sind weiterfain rekombinante Mikrooiganismen, lO 
transformiert mit wenigstens einem solchen Vektor. Bevorzugte Mikrodrganismen sind ausgewablt unter Bakterien der . 
Gattung Escherichia, wie.z. B.E. coli. 

Die Erfindung betrifft aufieidem cin Verfohren zur mikrobiologiscben Oxidation N-heterocyclischer zwei- oder mehr- 
kemiger armotischer Verbindungen gemaB obiger Definition, das dadutch gekennzeichnet ist, daB man 

IS 

al) einen rekombinanten Mikrooiganismus gemaB obiger Definition in einem Kulturmedium, gegebenenfalls in 
Gegenwart eines Substrats, kultiviert; oder 

a2) ein Substrat-haltiges Reakiionsmedium mit einem erfindungsgemSBen Enzym inkubiert; und 
b) das gebildeteCbtidationsprodukt oder ein Folgeproduktdavon ausdem Medium isoUert 

20 

Eine bevorzugte Veriahrensvariante ist auf die Bildung von Indol/Indirubin gericbtet imd dadurch gekennzeichnet, dafi 
man aus dem Medium das gebildete Indol und/oder Indirubin isolieft 

Wild die Umsetzung mit dnem rekombinanten Miktoorganismus durchgefUhrt, so erfolgt vorzugsweise zunachst die 
Kultivierung der Mikroorganismoi in Gegenwart von Sauerstoff und in einem Komplexmedium, wie z. B. TB- oder LB- 
Medium bei einer Kultivierungstemperatur von etwa 30 bis 40*'C und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9 kultiviert, bis eine 25 
ausreichende Zelldichte eneicht ist. Die Zugabe von Indol ist gewohnlich nicht erforderlich, da dieses vom Mikrooiga- 
nismus intermediar gebildet wird. Im die Oxidationsreaktion besser steuem zu konnen, bevorzugt man die Nferwendung 
eines induzierbaren, insbesondere temperaturinduzierbaren, Promotors. Man erhoht dabei die Temperatur auf die erfor- 
derliche InduktionstemperaUir, z. B. 42^*0 beim PrPpPromotor, behalt dies Ober einen ausreichenden Zeitraum, z. B. 1 bis 
10 Oder 5 bis 6 Stunden, zur Expression der Monoxygenase-Aktivitfit bei und verringert anschlieBend der 'Ifen^)eratur 30 
wieder einer Wert von etwa 30 bis 40**C. Die Kulti viening wird dann in Gegenwart von SauerstofiF 1 2 Stunden bis 3 T^ge 
fortgesetzt. Der pH-Wert kann dabei durch Zugabe von NaOH, z. B. auf 9 bis 10, erhoht werden, wodurch die Indigobil- 
dung bzw. Indirubinbildung duich Luftoxidation der enzymatisch gd>ildeten Oxidationsprodukte 2- und 3-Hydroxyindol 
zusStzlich gef&rdert wird. . 

Wird die Umsetzung dagegen mit gereinigtem oder angereichertem Enzym durchgeftlhrt so 15st man das erfindungs- 3S 
gem^ Enzym in einem Indol-haltigen Medium (etwa 0,01 bis 10 mM, oder 0,05 bis 5 mM), und fuhrt die Umsetzung 
bei einer Temperatur von etwa 10 bis 50°C, wie z. B. 30 bis 40**C, und einem pH-Wert von etwa 6 bis 9 (wie z. B. ein- 
gestellt mit 100 bis 200 mM Phosphat- oder Ths-PufiFer), sowie in Gegenwart eines Reduktionsmittels durch, wobei das 
Indol-haltige Medium auBerdem bezogen auf Indol einen etwa 10|- bis lOOfachen molaren Oberschufi an Reduktions- 
aquivalenten enthait Bevorzugtes Reduktionsmittel ist NADPH. 40 

Das gebildete Oxidationsprodukt kann dann in heikCmmlicher Weise, wie z. B. durch Extraktion oder Chromatogra- 
phie, vom Medium abgetrcnnt imd gereinigt werden. 

Weitere Gegenstander der Erfindung betrefiEien Bioreaktoren, umfassend ein erfindungsgemaBes Eiizym oder einen er- 
findungsgemaBen rekombinanten Mikroorganismus in immobilisieiter Form. 

Ein ieXzxjBt Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung einer crfindungsgemSBen Cytochrom P450 Monoxyge- 45 
nase oder eines erfindungsgem^n Vektors oder Mikrooiganismus zur mikrobiologiscben Oxidation N-beterocycIischer 
zwei' oder mehikemiger armotischer Verbindungen, insbesondere im Rahmen der Bildung von Indigo und/oder Indiru- 
bin. 

Die vorliegende Erfindung wird nunmehr water Bezugnahme auf die fiolgenden Beispiele naher beschrieben. 

50 

Beispiei 1 

Randomisierung spezieller Codons von P450 BM-3 

Die Veisuche wurden im wesentiichen wie beschrieben in (19) durchgefiihrt Drei Positionen (Phe87, Leul88 und 55 
Ala74) wurden mit Hilfe von ortsspezifischer Mutagenese unter Verwendung des Stratagene QuikChange kit (La JoUa, 
CA, USA) randomisiert Folgende PCR-Primer wurden fiir die einzehien Positionen verwendef Phe87: 5 -gcagga- 
gacgggttgnnnacaagctggacg-3' (SEQ ID NO: 3), 5'-cgtccagcttglnnncaacccgtctoctgc-3', (SEQ ID NO: 4) Leul88: 5'-gaag- 
caalgaacaagnnncagcgagcaaatccag-3* (SEQ ID NO 5), 5 -ctggatttgctcgctgnnncttgttcat^gcttc-3* (SEQ ID NO: 6); Ala74: 
5'-g^rtt£atflftPfl?'""^^«e*'^'*"""'^"^""^**C^^^g"'^' ^« '^^ 5*-cgtacaaamaagnnnttgacttaagtttttatcaaagc-3* (SEQ ID 60 
NO: 6). 

Die Bedingungen fiir die PCR waren far alle drei Positionen identisch. Insbesondere wurden je 50 pi Reaktionsvolu- 
men 17,5 pmol eines jeden Primers, 20 pmol Template-Plasmid-DNA. 3 U der Pfii Polymerase und 3,25 nmol von jedem 
dNTTP verwendeL Die PGR Reaktion wurde bei 94°CA min gestartet und dann wurde folgender Temperatuizyklus 20 
mal durchgefiihrt: 94X\ 1 min. 46**C, 2,5 min. 72''C, 17 min. Nach 20 Zyklen wurde die Reaktion 15 min bei 72°C fort- 65 
geselzt- Nach d& PCR wurde die Template DNA mit 20 U Dpnl bei 37T 3 h verdaut AnschlieBend wurde E. coli DH5a 
transformiert. Die transformierten E. coli DH5a-Zellen wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert, welche 150 pg/ml Am- 
pidUin enthielten. AnschlieBend wurde 18 b bei 37''C inkubiert 
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Beispiel2 

Expression und Reinigung der P450 BM-3 und dessen Mutanten und Produktion dnes blauen Pigmcaites 

5 Das P450 BM-3-Gen und die Mutanten davon wurden unter der Kontrolle des starken, Ifemperatur-induwerbaren 
PRPL-Promotors des Plasmids pCYTEXPl in E coli DH5a wie beieits beschrieben (20), exprimiert. Kolonien wurden 
mil sterilen Zahnstochem aufgenommcn und in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen, enthaltend je Vertiefung 200 \i\ 
TB-Medium und 100 pg/ml Ampicillin transfeiiert. AnschlieBcnd wurde iiber Nacht bei inkubieri. 40 ^1 dei Zeli- 
kultur einer jeden Vcrtiefiing wurden anschlieBend in ein KuUurrbhichen iiberfiihrt, das 2 ml TB-Medium mit 100 pg/ml 

10 Ampicillin enthalL AnschlieBend wurde 2 h bei 37**C kultiviert Dann wurde die Tbmperatur zur Induktion 6 h auf 42X 
erhoht. Dann wurde die Kultivierung fiber Nachl bei 37**C fortgesetzt, wobei ein blaues Pigment produzierl wurde. 

Die praparative Herstellung von Enzym oder blauem Pigment wurde ausgehend von dner 300 ml Zellkultur (PD578 nm 
= 0,8 bis 1,0) durchgefUhrt. Zur Isolierung des Enzymes wurden die Zellen lOmin bei 4000 Upm abzentrifugiert, in 
0,1 M KxP04-Puflfa', pH 7,4 resuspendiert. Die eisgekUhlten Zellen wurden mit Hilfe eines Branson Sonifiers W25 

15 (Dietzenbach, Deutschland) bei einer Energieoutput von 80 W durch dreimalige Beschallung von 2 min vorsichtig auf- 
geschlosscn. Die Suspensionen wurden 20 min bei 32 570 x g zentrifugiert. Der Rohextrakt wurde zur Aktivitatsbestim- 
mung bzw. zur Enzymieinigung eingesetzt. Die Enzymreinigung erfolgte wie in (21) bereits beschrieben, worauf hiermit 
ausdriicklich Bezug genommen wird. Die KonzenUration an gereinigtem Enzym wurde fiber die Extinktionsdifferenz bei 
450 und 490 nm, wie in (11) bereits beschrieben, imter Verwendung eines Extinktionskoeffizienten e von 91 mM" 

20 ^ cm"^ bestimmt. 

Beispiel 3 

Isolierung von Mutanten, welche grofie Mengen an blauem Pigment ptoduzieren 

25 \ . . 

Jeweils 100 Kolonien wurden von den Mutanten einer jeden Position isoliert, welche durch randomisierte Mutagenese 
des Codons der entsprechenden Position erzeugt wurden. Diese Kolonien wurden in Kulturrohrchen zur Produktion von 
" blauem Pigrnent kultiviert Nach dem Waschen der Zellen mit Wasser und mehreren langsamen 2^ntrifugationsschritten 
(500 Upm) wurde das blaue Pigment mit Dimethylsulfoxid (DMSO) extrahiert. Die Loslichkeit des blauen Pigmentes 
30 war in DMSO am grGBten. Die Absorption des ExUraktes wurde bei 677 nm bestinunt. Diejenige Mutante, welche die 
grdBte Menge an blauem Pigment von alien Mutanten einer bestimmten Position produzierte, wurde ftir eine DNA-Se- 
quenzierung (ABI DNA Sequenzierungs-Kit; ABI Prisma™ 377 DNA Sequencer) verwendet und auBerdem als Tem- 
plate ffir ortsspezifische randomisierte Mutagenese verwendeL 

35 ^ ^ - - = — ■ — ^Beispiel4 

Aktivitatstest fiir die Indol-Hydroxylicrung 

Die Indol-Hydroxylierungsaktivitat wurde in einer Losung getestet, die 8 m1 einer 10-500 mM IndollSsung in DMSO, 
40 850 \i\ TCs/HCl-Pufifer (0,1 M, pH 8,2) und 0,6 nmol P450 BM-3 Wdtyp oder Mutante in einem Endvolumen von 1 ml 
enthielt. Das Gemisch wurde 9 min vorinkubiert, bevor man die Reaktion durch Zugabe von 50 pi einer wassrigen 1 mM 
Losung von NADPH startete. Die Reaktion wurde nach 20 sec durch Zugabe von 60 pi 1,2 M KOH eestoppt. Inneriialb 
von 5 bis 30 sec (unter aeroben Bedingungen) wurden die Enzymprodukte voUstandig in Indigo ([A^^-Biindolin]-3,3'- 
dion) und Indiiubin ([A^*-Biindolinh2'3-dion) flberffihrt. Die Indigoproduktion wurde fiber dessen Absorption bei 
45 670 nm bestimmt Eine Eichkurve mit reinem Indigo zeigte einen Extinktionskoeffizienten von 3,9 mM"^ cm"^ bei dieser 
Welleniangc. Ein lineaier Kurvenverlauf wurde fiir die Indigoproduktion in einer Reaktionszeit von 40 sec unter Ver- 
wendung von 0,6 nmol Wildtyp bzw. P450 BM-3-Mutante und 0,05 bis 5,0 mM Indol erhaltcn. Indirubin zeigt eine sehr 
schwache Absorption bd 670 nm und die gebildete Indirubinmenge war sehr viel geringer als die gebildete Indigo- 
menge. Die Bildung von Indirubin wurde bei der Besdmmung der kinetischen Parameter vemachlassigt Der NADPH- 
50 Verbrauch wurde bei 340 nm bestimmt und unter Verwendung eines Extinkdonskbeffizienten von 6,2 mM"^ cm"^ wie 
beschrieben (17) berechnet 

Beispiel 5 

55 Reinigung von Indigo und Indirubin 

Nach Waschen der Zellen mit Wasser und wiederholter Zentrifiigation bei 500 g wurde das gebildete blaue Pellet mit 
Tfetrahydrofiiran (THF) extrahiert Der Extrakl wurde bis fast zur TVockene dngedampft und das rote Pigment wurde 
mehrmals mit 50 ml absolutem Ethanol extrahiert Der veifoldbende blaue FeststoflF wurde in THF gelost und durch 

60 DUnnschichtchromatographie (TLC) analysieit Die EthanollSsung wurde eingedampft und duich Silicagelchiomatogra- 
phie (DC 60. Merck, Darmstadt, Deutschland; 2 cm x 30 cm) gereinigt, bevor sie mit THF imd Peltolether in einem Ver- 
haltnis von 1 : 2 gewaschen wurde. Die erhaltene rote L5sung wurde eingedampft und dcren Reinheit wurde durch TLX! 
bestimmt. Die Absorptionsspektren des blauen und des roten Pigmentes wurden mit Hilfe eines Ultraspec 3000 SpekUX)- 
photometers (Pharmacia, Uppsala, Sweden) in einem Bereich von 400 bis 800 nm bestimmt AuBerdem wurde der blaue 

65 und der rote Farbsloff durch Massenspektrometiie und ^H-NMR Spektroskopie analysiert 
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Versuchsergebnisse 

1. ErhShung der ProduktivitSl ffir blaiies Pigment durch P450 BM-3-Mutagcnese 

Natives P450 BM-3 besitzt nicht die Fahigkeit 2air Produktion des blauen Indigo-enthaltenden Pigments, bzw. der M)r- 5 
laufersubstanten 2- bzw 3-Hydroxyindol. Um eine ausreichende Menge an blauem Pigment herstellen zu konnen, wurde 
P450 BM3 einer gezielten Evolution ausgesetzt. Samlliche Mutanten, welche das blaue Pigment produzierten, wurden 
sequenziert. Es wurde festgestellt, daB wenigstens eine der folgenden drei Positionen mutiert waien: Phe87. Leu 188 und 
Ala74. Es wurde deshalb angenommen, daB diese diei Positionen eine entscheidende RoUe fUr die Aktivitat von P450 
BM-3 bei der Produktion von blauem Pigment spielen. Aus der Struktur der Ham-Domane von Cylochrom-P450-BM-3, lO 
komplexiert mit Pahnitoleihsauie sieht man, dafi Phe87 das Substrat an einem n^oen Heranrucken an die Ham-Gruppe 
hindert(14).DieMutanteFhe87VdzeigteinehoheRegio- undStereoselektitatbeiderEpoxidation von (IAS, 15R)-Ara- 
chidonsSuie (13) und die Mutante Phe87Ala verschiebt die Hydroxylierungsposition von 0>1, 00-2 und co-3 zu 0) (22). 
Die Position 87 wurde deshalb als erste fUr die ortspezifische randomisierte Mutanese mit Hilfe von PGR ausgewShlt In 
Rohrchenkulturen wurden 7 Kolonien erhalten, welche eine geringe Menge an blauem Pigment nach Induktion produ- 15 
zierten. Die Kolonie, welche die groBte Menge des blauen Pigments produzierte, wurde fur die DNA-Sequenzierung aus- 
gewahlt Die Sequenzdaten ergaben eine Substitution von Phe87 durch Val. Die Mutante Phe87Val wurde anschlieBend . 
als Template fur die zweite Runde der ortsspezifischen randomisierte Mutagenese an Position Leu 188 verwendet Die 
Struktur der Ham-Domane, komplexiert mit PalmitoleinsSuie zeigt, daB die Repositionierung der F- und G-Helices den 
Rest Leul88 in direklen Kontakt mit dem Substrat bringt (14). Diese Position konnte deshalb eine wichtige Rolle bei der 20 
Substratbindung oder -orientierung spielen. Nach dem zweiten Screeningdurchgang wurden 31 Kolonien beobachtet, 
welche das blaue Pigment produzierten. Die Mutante, welche die groBte Pigmentmenge produzierte, enthielt die Substi- 
tutionen Phe87Val und Leul88Gln. Diese Mutante wurde anschlieBend in Fbsition Ala74 im dritten Duichgang der ort- 
spezifischen randomisierten Mutagenese mutiert Man erfaielt dabei die Dieifachmutante F87L188A74 (Phe887W, 
Leul88Gln und Ala76Gly), welche mehrere mg blaues Pigment in einem 2-Lite^Kolben, entbaltend 3Q0 ml TB-Me^ 25 
dium, produzierte. Diese Menge reichte zur Isolierung und Charakterisierung des blauen Pigmentes aus. 

2.-Isolierung und Identifizierung des blauen Pigments 

Nach dem Auswaschen der Zellen wurde das verbleibende blaue Pellet mit THF extrahiert und TLC analysiert. Das 30 
blaue Pigment wurde in eine schneller wandemde blaue Komponente und in eine langsamer wandemde rote Kompo- 
nente aufgetreimt Beide Komponenten zeigten exakt die gldchen Mobilitatsparameter wie die Komponenten einer kom- 
merzielien Indigo-Ptobe. 

Nach der Reinigimg wuiden die Absorptionsspektra bdder Komponenten in DMSO bestimmt Die blaue Komponente 
zeigte das gleiche Spektrum wie eine kommerzielle Indigopiobe. Die gereinigte blaue.und rote Komponente wurden je^ 35 
weils durch Massenspektromebie analysiert. Die Massenspektia beider Pigmente zeigten einen starken Molekiilionen- 
peak bei m/z = 262 und zwei Fragmentionenpeaks bei m/z = 234 und 205 (relative Intensitat jeweils 10%). Dieses Muster 
ist typisch fiir indigoide Verbindungen. Die Elementarzusammensetzung dieser lonen wuide durch hochauilosende Mas- 
senspektrometrie bestinunt als C16H10N2G2, C15H10N2O bzw. C14H9N2. Dies ist ebcnfalls charakteristisch fUr Strukturen 
vom Indigptyp. Das blaue Pigment wurde somit als Indigo und das rote Pigment als Indirubin bestimmt Zur BestStigung 40 
der Struktur wurden 500 MHz ^H-NMR-Spektren beider Pigmente in DMSO-De-LGsung durchgefuhrt Die Ergebnisse 
stimmten mit den literaturangaben (23) iiberein. 

3. Produktion von Indigo mit isoUerten Enzymen 

45 

Es ist bekannt, daB Indigo aus Indol durch mikrobieUe TVansformation zuganglich ist (24-26). Keines dieser mikro- 
biellen Systeme enthielt jedoch eine P450 Monoxygenase. ErfindungsgemaB wurde zunachst die katalytische Aktivitat 
des reinen Enzyms fUr Indol bestimmt Die Mutante F87L188A74 wurde mit Indol vermischt. Keine Farbreaktion war zu 
beobachten. Erst nach Zugabe von NADFH zum Reaktionsgemisch bildete sich das blaue Pigment nach etwa 20 min. 
Durch Einstellung des pH-Wols der Reaktionsmischung auf einen Wert von etwa 11, 30 sec nach Zugabe von NADPH, 50 
wurde die blaue FMibung innolialb von wenigen Sekunden sichtbaL Kontroilversuche unter Verwendung von nativem 
P450 BM-3 waren immer negativ, selbst unter Verwendung erfaohter Konzentrationen an Enzym, Indol und NADPH. 
Das blaue Pigment wurde mit Ethylacetat exU^iot und durch TLC analysiert Das blaue Pigment trennte sich wieder in 
eine schneller laufende blaue Komponente und in eine langsamer laufende rote Komponente auf. Die Rf-Wale und die 
Absorptionsspektren waren identisch mit denjenigen Werten der Extrakte aus der Fermentationsbriihe. Die 55 
F87L188A74-Muiante von P450 BM-3 stellt somit eine Indolhydroxylase dan 

Es sind bisher zwei Wege fiir die enzymatische TVansformation von Indol zu Indigo beschrieben worden. Ein Weg 
wird durch eine Dioxygenase, der andere durch eine Styrolmonoxygenase katalysiert (24, 25). Die NADPH-Stochiome- 
tiie betragt in beiden Fallen 2. Es wurde deshalb angenommen, daB im Gegensatz zu den Dioxygenasen die erfindungs- 
gen^ Mutante F87L188A74 Indol in nur einer Position hydroxyliert, um Oxindol (2-Hydroxyindol) oder Indoxyl (3- 60 
Hydroxyindol) zu bilden. 

4. Kinetische Paramet^ der Indolhydroxyliening 

Reine Pioben des WUdtyp-Enzyms P450 BM-3 und der Mutanten Leul88Gln, Phe87Val. F87L188 und F87L188A74 65 
wurden zur Bestinunung der kinetischen Parameter der Indolhydroxylierung verwendet Die Ergebnisse sind in folgen- 
der Tabeile 1 zusammengefaBt 
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Tkbellc 1 

Kinetische Parameter der P450 BM-3 Mutanten fiir Lidolhydroxylierung 



ts 



20 



25 



3S 



Mutanten l^tiS'^) K„(mM) Kcat/K„»(M^- s'^) 



Leul88Gln n.d.*** n.d. n.d 



Phe87Val 2,03 (0,14) 17,0 (1,0) 119 

F87L188 2,28 (0,16) 4,2 (0,4) 543 

F87L188A74 2,73 (0,16) 2,0 (0,2) 1365 



*^ keine Aktivitat vmrde beobachtet; 

nicht bestimmt (Aktivitat war zu gering urn gemessen zu 
werden 



Selbst beim 'Oberschufi an geieinigtran Enzym und hoher Indolkonzentradpn ist das V^dtyp-En^m nicht in der Lage, 
Indol zu oxidieren. Die Mutante Leul88Gln zeigt eine geringe Aktivitat Die Mutante Fhe87W zeigt dne katalytische 
Wirksamkeit von.ll9M~V^ ftir die Indolbydioxylierung.-Die. katalytische. Effizienz. der. Doppelmutante F87L188 
(PheSTVal, LeulBSGln) erhahte sich auf 543 M~^s"^ und wuide dutch HnfUhrung der weiteicn Substitution. Ala74Giy 
30 auf 1365 M"^s~^ erhSht. Die Kcat-Werte erhohten sich von Phe87Val zur Dreifachmutante hin um insgesamt 35%, wSh- 
rend die Km-Werte etwa um das Siebenfache abnahmen. Dies weist darauf hin, daB Ala74Gly und LeulSSGln vorwie- 
gend an der Substatbindung beteiligt sind. 

Die Indol-lbmover-Rate (Kcat = 2,73 s^^) .war fur die Dreifachmutante F87L188A74 mehr als zehnfach hoher als fur 
die meisten P450-£nzyme (18). 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

5 <120> Indigo-produzierende Cytochrom P450 Monoxygenasen 

<130> M/40241 , 

<140> 
10 <141> 

<160> 9 . - 

<170> Patentin Ver. 2.1 

15 

<210> 1 
<211> 3150 
<212> DNA 
20 <213> Bacillus megaterium 

<220> 

<221> CDS 

<222> (4) . • (3150) 

25 

<400> 1 

atg aca att aaa gaa atg cct cag cca aaa acg ttt gga gag ctt aaa 48 
Thr He Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 
.15 10 15 

aat tta ccg tta tta aac aca gat aaa ccg gtt caa get ttg atg aaa 96 
Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys 

20 25 30 

att gcg gat gaa tta gga gaa ate. ttt aaa ttc gag gcg cct ggt cgt 144 
He Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 

35 40 45 

40 gta acg cgc tac tta tea agt cag cgt eta att aaa gaa gca tgc gat 192 
Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp 
50 . 55 60 

gaa tea cgc ttt gat aaa aac tta agt caa gcg ctt aaa ttt gta cgt 240 
Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 

65 70 75 . 



30 



35 



50 



55 



60 



65 



gat ttt gca gga gac ggg tta ttt aca age tgg acg cat gaa aaa aat 288 
Asp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 
80 85 . 90 . 95 

tgg aaa aaa gcg cat aat ate tta ctt cca age ttc agt cag cag gca 336 
Trp Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala 

100 105 110 

atg aaa ggc tat cat gcg atg atg gtc gat ate gee gtg cag ctt gtt 384 
Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp He Ala Val Gin Leu Val 

115 120 125 

caa aag tgg gag cgt eta aat gca gat gag cat att gaa gta ccg gaa 432 
Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His He Glu Val Pro Glu 
130 135 140 

gac atg aca cgt tta acg ctt gat aca att ggt ctt tgc ggc ttt aac 480 
Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Gly Phe Asn 
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145 150 155 

tat cgc ttt aac age ttt tac cga gat cag cct cat cca ttt att aca 328 

Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe lie Thr 5 

160 165 170 175 

agt atg gtc cgt gca ctg gat gaa gca atg aac aag ctg cag cga gca 576 
Ser Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala 

180 185 190 ^0 

aat cca gac gac cca get tat gat gaa aac aag cgc cag ttt caa gaa 624 
Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 

195 200 205 . 



gat ate aag gtg atg aac gac eta gta gat aaa att att gca gat cgc 672 
Asp He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg 
210 215 220 

aaa gca age ggt gaa caa age gat gat tta tta acg cat atg eta aac 720 
Lys Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 230 235 

gga aaa gat cca gaa acg ggt gag ccg ctt gat gac gag aac att cgc 768 
Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn He Arg 
240 245 250 255 

tat caa att att aca ttc tta att gcg gga cae gaa aca aca agt ggt 816 
Tyr Gin He He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 

260 265 270 



gaa gcg ctg cgc tta tgg cca act get cct gcg ttt tec eta tat gca 1008 
Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 
320 325 330 335 

aaa gaa gat acg gtg ctt gga gga gaa tat cct tta gaa aaa gge gac 1056 
Lys Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp 

340 345 350 

gaa eta atg gtt ctg att cct cag ctt cac cgt gat aaa aca att tgg 1104 
Glu Leu Met Val Leu He Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr He Trp 

355 360 365 

gga gac gat gtg gaa gag ttc cgt cca gag cgt ttt gaa aat cca agt 1152 
Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 
370 375 380 

gcg att ccg cag cat gcg ttt aaa ccg ttt gga aac ggt cag cgt gcg 1200 
Ala He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 
385 390 395 

tgt ate ggt cag cag ttc get ctt cat gaa gca acg ctg gta ctt ggt 1248 



15 



20 



25 



30 



Ctt tta tea ttt gcg ctg tat ttc tta gtg aaa aat cca cat gta tta 864 
Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 3s 

275 280 285 

caa aaa gca gca gaa gaa gca gca cga gtt eta gta gat cct gtt cca 912 
Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala . Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 

290 295 300 ^ 

age tac aaa caa gtc aaa cag ctt aaa tat gtc gge atg gtc tta aac 960 
Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 
305 310 315 



45 



SO 



55 



60 



65 
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Cys He Giy Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 
400 405 410 415 

5. atg atg eta aaa cac ttt gac ttt gaa gat cat aca aac tac gag ctg 1296 
Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 

420 425 430 

gat att aaa gaa act tta acg tta aaa cot gaa ggc ttt gtg gta aaa 1344 
10 Asp He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 

435 440 445 



IS 



30 



45 



gca aaa teg aaa aaa att ceg ctt ggc ggt att cet tea cet age act 1392 
Ala Lys Ser Lys Lys He Pro Leu Gly Gly lle Pro Ser Pro Ser Thr 
450 455 460 



gaa cag tct get aaa aaa gta cgc aaa aag gea gaa aac get cat aat 1440 
Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 
20 465 470 475 

acg ceg ctg ctt gtg eta tac ggt tea aat atg gga aca get gaa gga 1488 

Thr Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 

480 485 490 495 

25 

acg gcg cgt gat tta gca gat att gca atg age aaa gga ttt gca ceg 1536 

Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 

500 505 510 

cag gtc gca acg ctt gat tea cac gee gga aat ctt ceg cgc gaa gga . 1584 
Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 

515 520 525 

35 get gta tta att gta acg gcg tct tat aac ggt cat ceg cet gat aac 1632 
Ala Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 
530 535 540 

gca aag caa ttt gtc gac tgg tta gac caa gcg tct get gat gaa gta 1680 
40 Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 
545 550 555 



50 



55 



60 



65 



aaa ggc gtt cgc tac tec gta ttt gga tgc ggc gat aaa aac tgg get 1728 
Lys Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 
560 565 570 575 

act acg tat caa aaa gtg cet get ttt ate gat gaa acg ctt gee get 1776 
Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala 

580 585 590 

aaa ggg gca gaa aac ate get gac cgc ggt gaa gca gat gca age gac 1824 
Lys Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 

595 600 605 

gac ttt gaa ggc aca tat gaa gaa tgg cgt gaa cat atg tgg agt gac 1872 
Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 615 620 

gta gca gee tac ttt aac etc gac att gaa aac agt gaa gat aat aaa 1920 
Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 
625 630 635 

tct act ctt tea ctt caa ttt gtc gac age gee gcg gat atg ceg ctt 1968 
Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 
640 645 650 655 
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gcg aaa atg cac ggt gcg ttt tea acg aac gtc gta gca age aaa gaa 2016 

Ala Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 

660 665 670 

5 

ett caa eag cca ggc agt gca cga age acg cga cat ctt gaa att gaa 2064 

Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu lie Glu 

675 680 685 

ctt cca aaa gaa get tct tat caa gaa gga gat cat tta ggt gtt att 2112 lo 
Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val lie 
690 695 700 

cet cgc aac tat gaa gga at a gta aac cgt gta aca gca agg tte ggc 2160 
Pro Arg Asn Tyr Glu Gly lie Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 
705 710 715 



eta gat gca tea cag caa ate cgt etg gaa gca gaa gaa gaa aaa tta 2208 
Leu Asp Ala Ser Gin Gin lie Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 
720 725 730 735 



20 



get cat ttg cca etc get aaa aca gta tee gta gaa gag ctt ctg caa 2256 
Ala His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 

740 745 750 

tae gtg gag ctt caa gat cet gtt acg ego acg cag ctt cgc gca atg .2304 
Tyr Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 

755 760 765 

get get aaa acg gtc tgc ccg ccg cat aaa gta gag ctt gaa gee ttg 2352 
Ala Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu 
770 775 780 

. ... -35 

Ctt gaa aag caa gee tae aaa gaa caa gtg etg gca aaa cgt tta aca 2400 
Leu Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr 
785 790 795 

atg ett gaa etg ctt gaa aaa tae ccg gcg tgt gaa atg aaa ttc age 2448 40 
Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 
800 805 810 815 



gaa ttt ate gee ctt ctg cca age ata cgc ccg cgc tat tac teg att 2496 
Glu Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He 

820 825 830 

tct tea tea cet cgt gtc gat gaa aaa caa gca age ate acg gtc age 2544 
Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser 

835 840 845 



45 



SO 



gtt gtc tea gga gaa gcg tgg age gga tat gga gaa tat aaa gga att 2592 
Val Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly He 

850. 855 860 55 

gcg teg aac tat ctt gee gag etg caa gaa gga gat acg att acg tgc 2640 
Ala Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys 
865 870 875 

60 

ttt att tec aca ccg cag tea gaa ttt acg ctg cca aaa gac cet gaa 2688 
Phe He Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 
880 885 890 895 

. 65 

acg ccg ctt ate atg gtc gga ccg gga aca ggc gtc gcg ccg ttt aga .2736 
Thr Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 

900 905 910 
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ggc ttt gtg cag gcg cgc aaa cag eta aaa gaa caa gga cag tea ctt 2784 
Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Sec Leu 

915 920 925 . 

gga gaa gca cat tta tac ttc ggc tgc cgt tea cct cat gaa gac tat 2832 
Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His iSlu Asp Tyr 
930 935 940 

10 ctg tat eaa gaa gag ett gaa aac gee caa age gaa ggc ate att acg 2880 
Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly lie lie Thr 
945 950 955 



5 



IS 



20 



30 



3S 



40 



45 



SO 



55 



Ctt eat acc get ttt tet cgc atg eca aat cag ccg aaa aca tac gtt 2928 
Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 
960 965 970 975 

cag cae gta atg gaa caa gac ggc aag aaa ttg att gaa ctt ctt gat 2976 
Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu lie Glu Leu Leu Asp 

980 985 990 



eaa gga gcg cac ttc tat att tgc gga gac gga age caa atg gca cct 3024 

Gin Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 
25 995 1000 1005 

gee gtt gaa gca acg ctt atg aaa age tat get gac gtt cac caa gtg 3072 

Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val 
1010 1015 1020 



agt gaa gca gac get cgc tta tgg ctg cag cag eta gaa gaa aaa ggc 3120 
Ser Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 

cga tac gca aaa gac gtg tgg get ggg taa 3150 
Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 
1040 1045 



<210> 2 
<211> 1048 

<212> PRT . 
<213> Bacillus megaterium 

<400> 2 

Thr . He Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys Asn 
1 5 10 15 

Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys He 

20 25 30 

Ala Asp Glu Leu Gly Glu lie Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg Val 
35 40 45 

Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu . He Lys Glu Ala Cys Asp Glu 
50 55 60 

^ Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg Asp 
65 70 75 . 80 



65 



Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn Trp 

85 90 95 

Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Sex Gin Gin Ala Met 
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100 



105 



110 



Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala Val Gin Leu Val Gin 
115 120 . 125 

Lys Trp Glu Arg Leu Aisn Ala Asp Glu His Zle Glu Val Pro Glu Asp 
130 135 140 

Met Thr Arg. Leu Thr Leu Asp Thr lie Gly Leu Cys Gly Phe Asn Tyr 
145 150 155 160 

Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe lie Thr Ser 

165 170 175 

Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala Asn 

180 185 190 

Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu Asp 

195 200 205 

lie Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He lie Ala Asp Arg Lys 
210 215 220 

Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn Gly 

225 230 . - ... .235 - -240 

Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn He Arg Tyr 

245 250 255 



Gin He lie Thr Phe Leu Zle Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly Leu 

260 265 270 



Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu Gin 
275 280 285 

Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro Ser 
290 295 300 

Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn Glu 
305 310 315 320 

Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala Lys 

325 330 335 

Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp Glu 

340 345 350 

Leu Met Val Leu He Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr He Trp Gly 
355 360 365 



Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro 
370 375 380 



Ser Ala 



He Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala Cys 
385 390 395 400 

He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly Met 

405 410 415 



Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu Asp 

420 425 430 

He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys Ala 
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435 



440 



445 



Lys Ser Lys Lys lie Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr Glu 
450 455 460 

Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn Thr 
465 470 475 480 

Pro Leu Leu Val Leu Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly Thr 

485 490 495 

Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro Gin 

500 505 510 

Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly Ala 
515 520 525 

Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn Ala 
530 535 540 

Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val Lys 
545 550 555 560 

Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala Thr 

565 570 575 

Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala Lys 

580 585 590 

Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp Asp 
595 .600 605 

Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu. His Met Trp Ser Asp Val 
610 615 620 

Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys Ser 

625 630 635 640 

Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu Ala 

645 650 655 

Lys Met His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu Leu 

660 665 670 

Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu Leu 
675 680 685 

Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He Pro 
690 695 700 

- • 

Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly Leu 
705 710 715 720 

Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu Ala 

725 730 735 

His Leu Pro Leu Ala . Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin Tyr 

740 745 750 

Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met Ala 
755 760 765 

Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu Leu 
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. 770 775 780 

Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr Met 
785 790 795 800 

Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser Glu 

805 810 815 

Phe lie Ala Leu Leu Pro Ser lie Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He Ser 

820 825 830 

Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser Val 
835 840 845 

Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly lie Ala 
850 855 860 

Ser Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys Phe 
865 870 875 880 

He Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu Thr 

885 890 895 

Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg Gly 

900 905 910 

Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu Gly 
915 920 925 

Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr Leu 
930 935 940 

Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly He He Thr Leu 
945 950 955 960 

His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val Gin 

965 970 975 

His . Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp Gin 

980 985 990 

Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro Ala 
995 1000 lOOS 

Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val Ser 
1010 1015 1020 

Glu Ala Asp Ala Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly Arg 
025 1030 1035 1040 

Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 

1045 



<210> 3 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnst lichen Sequenz: PCR- Primer 
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50 



55 



<400> 3 

gcaggagacg ggttgnnnac aagctggacg 



<210> 4 

<211> 30 . ' 

<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: PGR- Primer 
<400> 4 

cgtccagctt gtnnncaacc cgtctcctgc 



<210> 5 
20 <211> 34 
<212> DNA 

.<213> KOnstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Primer 



<400> 5 

gaagcaatga acaagnnnca gcgagcaaat ccag 



<210> 6 
<211> 30 
<212> DNA 
35 <213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kUnst lichen Sequenz: PCR-Primer 

40 <400> 6 

ctggatttgc tcgctgnnnc ttgttcattg 



<210> 7 
*5 <211> 41 
<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: PCR-Priroer 
<400> 7 

gctttgataa aaacttaaag tcaannnctt aaatttgtac g 



<210> 8 . 
<211> 40 
<212> DNA 
60 <213> KUnstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz: PCR-Primer 



65 



<400> 8 

cgtacaaatt taagnnnttg acttaagttt ttatcaaagc 
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<210> 9 
<211> 1049 
<212> PRT 

<213> Bacillus megaterium 
<400> 9 

Met Thr He Lys Glu Met Pro Gin Pro Lys Thr Phe Gly Glu Leu Lys 
1 5 10 .15 

Asn Leu Pro Leu Leu Asn Thr Asp Lys Pro Val Gin Ala Leu Met Lys 

20 25 30 

He Ala Asp Glu Leu Gly Glu He Phe Lys Phe Glu Ala Pro Gly Arg 
35 40 45 

Val Thr Arg Tyr Leu Ser Ser Gin Arg Leu He Lys Glu Ala Cys Asp 
50 55 60 

Glu Ser Arg Phe Asp Lys Asn Leu Ser Gin Ala Leu Lys Phe Val Arg 
65 70 75 80 

Asp Phe Ala Gly Asp Gly Leu Phe Thr Ser Trp Thr His Glu Lys Asn 

85 90 .95 

Trp Lys Lys Ala His Asn He Leu Leu Pro Ser Phe Ser Gin Gin Ala 

100 105 110 

Met Lys Gly Tyr His Ala Met Met Val Asp lie Ala Val Gin Leu Val 
115 120 125 

Gin Lys Trp Glu Arg Leu Asn Ala Asp Glu His He Glu Val Pro Glu 
130 135 140 

Asp Met Thr Arg Leu Thr Leu Asp Thr He Gly Leu Cys Gly Phe Asn 
145 150 155 160 

Tyr Arg Phe Asn Ser Phe Tyr Arg Asp Gin Pro His Pro Phe He Thr 

165 170 175 

Ser Met Val Arg Ala Leu Asp Glu Ala Met Asn Lys Leu Gin Arg Ala 

180 185 190 

Asn Pro Asp Asp Pro Ala Tyr Asp Glu Asn Lys Arg Gin Phe Gin Glu 
195 200 205 

Asp He Lys Val Met Asn Asp Leu Val Asp Lys He He Ala Asp Arg 
210 . 215 220 

Lys Ala Ser Gly Glu Gin Ser Asp Asp Leu Leu Thr His Met Leu Asn 
225 23fO 235 240 

Gly Lys Asp Pro Glu Thr Gly Glu Pro Leu Asp Asp Glu Asn He Arg 

245 250 255 

Tyr Gin He He Thr Phe Leu He Ala Gly His Glu Thr Thr Ser Gly 

260 265 270 

Leu Leu Ser Phe Ala Leu Tyr Phe Leu Val Lys Asn Pro His Val Leu 
275 280 285 

Gin Lys Ala Ala Glu Glu Ala Ala Arg Val Leu Val Asp Pro Val Pro 
290 295 300 
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Ser Tyr Lys Gin Val Lys Gin Leu Lys Tyr Val Gly Met Val Leu Asn 

305 310 315 320 

5. Glu Ala Leu Arg Leu Trp Pro Thr Ala Pro Ala Phe Ser Leu Tyr Ala 

325 330 335 

Lys Glu Asp Thr Val Leu Gly Gly Glu Tyr Pro Leu Glu Lys Gly Asp 

340 345 350 

10 ^ 

Glu Leu Met Val Leu lie Pro Gin Leu His Arg Asp Lys Thr lie Trp 

355 360 365 



IS 



Gly Asp Asp Val Glu Glu Phe Arg Pro Glu Arg Phe Glu Asn Pro Ser 



370 



375 



360 



20 



Ala lie Pro Gin His Ala Phe Lys Pro Phe Gly Asn Gly Gin Arg Ala 

385 39.0 395 400 

Cys He Gly Gin Gin Phe Ala Leu His Glu Ala Thr Leu Val Leu Gly 

405 410 415 



Met Met Leu Lys His Phe Asp Phe Glu Asp His Thr Asn Tyr Glu Leu 
25 420 425 430 

Asp He Lys Glu Thr Leu Thr Leu Lys Pro Glu Gly Phe Val Val Lys 

435 440 445 



30 



Ala Lys 
450 



Lys Lys He Pro Leu Gly Gly He Pro Ser Pro Ser Thr 

455 460 



Glu Gin Ser Ala Lys Lys Val Arg Lys Lys Ala Glu Asn Ala His Asn 



35 



465 



470 



475 



480 



Thr Pro Leu Leu Val Leii Tyr Gly Ser Asn Met Gly Thr Ala Glu Gly 

.485 490 . 495 

40 Thr Ala Arg Asp Leu Ala Asp He Ala Met Ser Lys Gly Phe Ala Pro 

500 505 510 

Gin Val Ala Thr Leu Asp Ser His Ala Gly Asn Leu Pro Arg Glu Gly 
515 520 525 

45 

Ala Val Leu He Val Thr Ala Ser Tyr Asn Gly His Pro Pro Asp Asn 

530 535 540 

^ Ala Lys Gin Phe Val Asp Trp Leu Asp Gin Ala Ser Ala Asp Glu Val 
545 550 . 555 . 560 

Lys Gly Val Arg Tyr Ser Val Phe Gly Cys Gly Asp Lys Asn Trp Ala 

565 570 575 

55 

Thr Thr Tyr Gin Lys Val Pro Ala Phe He Asp Glu Thr Leu Ala Ala 

580 585 590 

Lys Gly Ala Glu Asn He Ala Asp Arg Gly Glu Ala Asp Ala Ser Asp 
« 595 600 605 



65 



Asp Phe Glu Gly Thr Tyr Glu Glu Trp Arg Glu His Met Trp Ser Asp 
610 615 620 

Val Ala Ala Tyr Phe Asn Leu Asp He Glu Asn Ser Glu Asp Asn Lys 
625 630 635 640 
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Ser Thr Leu Ser Leu Gin Phe Val Asp Ser Ala Ala Asp Met Pro Leu 

645 650 655 

Ala Lys Met. His Gly Ala Phe Ser Thr Asn Val Val Ala Ser Lys Glu 
. 660 665 670 

Leu Gin Gin Pro Gly Ser Ala Arg Ser Thr Arg His Leu Glu He Glu 
675 680 685 

Leu Pro Lys Glu Ala Ser Tyr Gin Glu Gly Asp His Leu Gly Val He 
690 695 700 

Pro Arg Asn Tyr Glu Gly He Val Asn Arg Val Thr Ala Arg Phe Gly 
705 710 715 720 

Leu Asp Ala Ser Gin Gin He Arg Leu Glu Ala Glu Glu Glu Lys Leu 

725 730 735 

Ala His Leu Pro Leu Ala Lys Thr Val Ser Val Glu Glu Leu Leu Gin 

740 745 750 

Tyr Val Glu Leu Gin Asp Pro Val Thr Arg Thr Gin Leu Arg Ala Met 
755 760 765 

Ala Ala Lys Thr Val Cys Pro Pro His Lys Val Glu Leu Glu Ala Leu 
.770 775 780 

Leu Glu Lys Gin Ala Tyr Lys Glu Gin Val Leu Ala Lys Arg Leu Thr 
785 790 795 800 

Met Leu Glu Leu Leu Glu Lys Tyr Pro Ala Cys Glu Met Lys Phe Ser 

805 .810 815 



Glu Phe He Ala Leu Leu Pro 

820 



He Arg Pro Arg Tyr Tyr Ser He 
825 830 



Ser Ser Ser Pro Arg Val Asp Glu Lys Gin Ala Ser He Thr Val Ser 
835 840 845 

Val Val Ser Gly Glu Ala Trp Ser Gly Tyr Gly Glu Tyr Lys Gly He 
850 855 860 



Ala 
865 



Asn Tyr Leu Ala Glu Leu Gin Glu Gly Asp Thr He Thr Cys 

870 875 880 



Phe He Ser Thr Pro Gin Ser Glu Phe Thr Leu Pro Lys Asp Pro Glu 

885 890 895 

Thr Pro Leu He Met Val Gly Pro Gly Thr Gly Val Ala Pro Phe Arg 

900 905 910 

Gly Phe Val Gin Ala Arg Lys Gin Leu Lys Glu Gin Gly Gin Ser Leu 
915 920 925 

Gly Glu Ala His Leu Tyr Phe Gly Cys Arg Ser Pro His Glu Asp Tyr 
930 935 940 

Leu Tyr Gin Glu Glu Leu Glu Asn Ala Gin Ser Glu Gly He He Thr 
945 950 955 960 



Leu His Thr Ala Phe Ser Arg Met Pro Asn Gin Pro Lys Thr Tyr Val 

965 970 975 
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Gin His Val Met Glu Gin Asp Gly Lys Lys Leu He Glu Leu Leu Asp 

980 985 990 

5 Gin Gly Ala His Phe Tyr He Cys Gly Asp Gly Ser Gin Met Ala Pro 

995 1000 1005 

Ala Val Glu Ala Thr Leu Met Lys Ser Tyr Ala Asp Val His Gin Val 
1010 1015 1020 

10 

Ser Glu Ala Asp Aia Arg Leu Trp Leu Gin Gin Leu Glu Glu Lys Gly 
1025 1030 1035 1040 

Arg Tyr Ala Lys Asp Val Trp Ala Gly 

1045 

* ■ 

Patentanspriiche 

20 1. Cytochrom P450 Monoxygenase, welche zur Oxidation N-heterocyclischer zwei- oder mehrkemiger aromati- 
scher Verbindungen befahigt ist (LOSLICH) 

2. Monoxygenase nach Anspnich 1 , deren S ubstrat-bindender Beieich dutch ortsspezifische Mutagenese zur fiink- 
tionalen Aufhahme des N-beteiocyclischen Substrats befMhigt ist 

3. Monoxygenase nach Anspnich 1 oder 2, abgeleitet von Cytochraim P450 Monoxygenasen bakteriellen Ur- 
25 spnings. 

4. Monoxygenase nach Anspnich 3, abgeleitet von Cytochrom P450 Monoxygenase BM-3 aus Bacillus megate- 
rium mit einer Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO: 2, welche wenigstens eine funktionelle Mutation in einem 
der Aminosauresequenzbereiche 172-224, 39-43, 48-52, 67-70, 330-335, 352-356, 73-82 und 86-88 aufweist. 

5. Monoxygenase nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB sie wenigstens eine der folgenden ein- oder 
30 mehrfachen Aminosauresubstitutionen aufweist: 

a) Phe87Val; 

b) Phe87Val,Leul88Gln;oder 

c) Phe87Val, Leul88Gln, Ala74Gly; 
sowie funktionale Aquivalente davon. 

3S 6. Nukleins9uiesequenz, kodieiend fOr eine Monoxygenase nach einem der vorfaehgen Anspriicbe. 

7. Expiessionskonstiukt, enthaltend unter der genetischen Kontrolle regulative: Nukleinsauresequenzen eine ko- 
dierende Sequenz, welche eine NukleinsSuresequenz nach Anspruch 6 tunfasst. 

8. Vektor, umfassend wenigstens ein Expressionskonstnikt nach Anspruch 7. 

9. Rekombinanter Mikrooiganismus, transformiert mit wenigstens einem Vektor nach Anspruch 8. 
40 10. Mikrooiganismus nach Anspruch 9, ausgewShlt unter Bakterien der Gattung Escherichia. 

1 1 . Verf ahren zur mikrobiologischoi Oxidation N-heterocyclischer zwei- oder mehrkemiger aromatischer \ferbin- 
dungen, dadurch gekennzeichnet, dafi man 

al) einen rekombinanten Mikrooiganismus nach Anspruch 9 oder 10 in einem Kultunnedium, gegebenenfalls 
in Gegenwart eines Substrats, kultiviert; oder 
45 a2) ein Substrat-haldges Reakdonsmedium mit einem Eozym nach einem der Ansprilche 1 bis 5 inkubiert; 

und 

b). das gebildete Oxidadonsprodukt oder ein Folgeprodukt davon aus dem Medium isoliert. 

12. Veiftdiren nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet, daB man aus dem Medium das gebildete Indol und und/ 
oder Indirubin isoliert 

so 13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzdchnet, daB man die Indoloxidation durch Kultivierung. 
der Mikiooiganismen in Gegenwart von Sauerstoff bei einer Kuldvierungstemperatur von etwa 30 bis 40**C und ei- 
nem pH-Wert von etwa 6 bis 9 kultiviert 

14. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB man die Indoloxidation durch enzymatische 
Umsetzung eines Indol-haltiges Mediums bei einer TemperaUir von etwa 30 bis 40°C und einem pH-Wert von etwa 

55 . 6 bis 9 durchfiihrt wobei das Indol-haltige Medium auBerdem bezogen auf Indol einen etwa 10- bis lOOfachen mo- 
laren t}berschuB an Reduktionsaquivalenten enth^t 

15. Bioreaktor, umfassend ein Enzym nach einem der Anspiiiche 1 bis 5 oder einen rekombinanten Mikrooiganis- 
mus nach einein der Anspriiche 9 oder 10 in immobilisierter Form. 

16. Verwendung einer Cytochrom P450 Monoxygenase nach einem der Anspriiche 1 bis 5, eines Vektors nach An- 
60 spruch 8, Oder eines Milaoorganismus nach Ansprudi 9 oder 10 zur mikrobiologischen Oxidadon N-heterocycli- 

schei zwei- od^ mehrkemiger aromatischer Verbindungen. 

17. Verwendung nach Anspruch 16 zur Herstellung von Indigo xmd/odsr Indimbin. 
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